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PEPTIDE AUGMENTANT LA CAPACITE FUSIOGENE DE L'OVOCYTE 

DOMAINE TECHNIQUE 

5 

La pr6sente invention se rapporte a des peptides cycliques augmentant la capacite 
fiisiog&ie de P ovocyte, k des compositions pharmaceutiques les comprenant et a leurs 
utilisations, notamment pour supplementer des milieux de culture utilises pour la 
realisation de la Fecondation in Vitro. Les peptides de Tinvention comprennent 
1 0 typiquement un domaine issu de la boucle disintegrine de la fertiline beta. 

ETAT DE LA TECHNIQUE 

15 La fecondation est un processus complexe aboutissant a la fusion des gametes 
(spermatozoide et ovocyte) pour former un embryon. Ce processus naturel a lieu dans 
P ampoule tubaire et aboutit h une grossesse apres migration de 1' embryon dans la cavit<§ 
uterine. 

20 Lorsque le couple est sterile, des techniques d'Assistance Medicale a la Procreation sont 
mises en jeu pour obtenir in vitro des embryons. lis sont alors transferees par voie basse 
dans Puterus ou ils s'implantent. 

La fecondation in vitro consiste simplement a mettre en presence, dans un milieu de 
25 culture adapte et dans des conditions de pH et de temperature appropriees, ovocytes et 
spermatozoides pour que la fecondation puisse se produire. Les techniques ont 6t6 
largement d6velopp6es depuis 25 ans (Bavister 2002). 

Quand, pour des raisons parfois non 61ucidees, des echecs de fecondation ont lieu, les 
30 biologistes ont recours aux techniques de fecondation assistte qui consistent a 
microinjecter un spennatozoide directement dans le cytoplasme de Povocyte. 
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L'evolution des embryons microinjectes n'est toutefois pas aussi bonne que celle 
observee apres f£condation spontanee. En effet, les taux de grossesse obtenus par 
transfert de ces embryons sont inferieurs a ceux obtenus apres fecondation in vitro 
simple (25,4 % vs 26,5 %, sur plus de 20 000 tentatives) (FIVNAT, 2001). De meme, 
5 les embryons issus de microinjection supportent moins bien la congelation que ceux 
issus de FIV (BLEFCO 2001, Simon et al., 1998). Ainsi, une lyse embryormaire plus 
importante se produit au moment de la decongelation et un taux d'implantation plus 
faible est obtenu. 

10 Enfin nous savons que Pactivation de Povocyte consecutive a la fecondation est m6di6e 
par des ondes calciques induites par un facteur spermatique (Swan 1999). Ces ondes ont 
une amplitude et une frequence reglees dont depend la qualite embryonnaire 
(Swanl999). Le court-circuit des 6tapes membranaires de Pinteraction gam6tique • 
modifie le regime de ces ondes calciques pour deux raisons. L'interaction physiologique «. 

1 5 entre les membranes n'a pas lieu, et le traumatisms cellulaire dft au passage de la pipette 1* 
de microinjection dans le cytoplasme provoque la sortie de calcium des pools de reserve > 
(Tesarik et al ; 2002.). Cette sortie, si elle assure P activation de Povocyte, peut aussi K 
perturber le developpement ulterieur de Pembryon. 

20 U etude du processus de fusion des membranes spermatique et ovocytaire au moment de 
la fecondation a permis de mettre en evidence en partie le mecanisme membranaire de 
la fusion. 

La formation d'un complexe mol6culaire membranaire a lieu a la surface de Povocyte. 
25 Ce complexe est induit par le spermatozoide au moment de la fecondation. Sa 
composition et son mecanisme d'action sont partiellement connus, mais Pon sait que 
Pinhibition de leur formation entraine Pinhibition de la fusion gam6tique. La 
fecondation est done bien li6e a la formation de ces patches a la surface de Povocyte. 

30 L'hypothese commun&nent admise est que le spermatozoide interagit par le biais d'un 
premier r^cepteur avec la membrane et qu'apr^s transduction d'un signal 
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transmembranaire un mecanisme cellulaire permet la constitution de ces patches sur 
lesquels le spermatozoide vient se fixer. 

Des etudes ont lieu pour determiner la nature du ligand spermatique et du recepteur 
5 ovocytaire impliques. II existe une prot6ine de membrane spermatique du nom de 
Fertiline (Evans 2002). Cette molecule est un dimere alpha beta dont les molecules 
appartierment a la famille des proteines ADAM (A Disintegrine And Metalloprotease) 
(Evans 2001). La presence d'integrines a ete mise en Evidence sur l'ovocyte. Par 
l'intermediaire de son site de liaison putatif, la fertiline spermatique est susceptible 
1 0 d'interagir avec une ou des integrines ovocytaires. 

Les molecules de membranes appelees integrines sont des molecules de liaison qui 
interviennent dans les liaisons cellule-matrice extra-cellulaire et cellule-cellule. Leurs 
ligands se lient a leur domaine extracellulaire par Tintermediaire d'un site le liaison 
1 5 constitue par un tripeptide situe au sommet d'une boucle. 

Les spermatozoides possedent une molecule de membrane ayant un site disintegrine 
capable de se lier a une int6grine. Cette molecule, decouverte chez le cobaye, mais 
pr6sente chez tous les mammifdres etudiSs dont I'homme et la souris s'appelle Fertiline. 

20 La Fertiline humaine a ete sequence, ce qui fait que son site putatif de liaison est 
connu. II s'agit du tripeptide FEE (Phenylalanine, Acide glutamique, Acide glutamique) 
(Gupta et al. 1995, Vidaeus et aL, 1997). Un octapeptide lineaire contenant la sequence 
FEE inhibe P adherence des spermatozoides a l'ovocyte et leur p6n6tration (Bronson 
1999). Des effets inhibiteurs comparables ont 6te observes dans d'autres espdces avec 

25 des peptides lineaires et cycliques (Mwethera 1999 ; Gupta 2000 ; Li 2002 ; Myles 
1994). Evans (1995) rapporte une absence d'effet inhibiteur des peptides cycliques chez 
la souris. 



30 
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Au cours de recherches d'inhibteurs de la fecondation, les inventeurs ont synth&ise un 
peptide cyclique, appele FEEc, reproduisant le site de liaison de la fertiline humaine 
beta et ont teste son action sur les ovocytes humains. Contrairement a leur attente et de 
maniere surprenante, les inventeurs ont ainsi mis en evidence que (1) le peptide cyclique 
5 FEEc se fixe sur la membrane de Tovocyte humain, (2) qu'il induit une relocalisation 
des proteines d'adhesion k la surface de l'ovocyte, cette relocalisation etant 
normalement induite par les spermatozoides, (3) qu'il augmente la capacit6 fusiogene 
des ovocytes. Ces resultats ont ete corrobor6s par des experiences chez la souris. 

10 Ainsi, les inventeurs ont identifie une nouvelle classe de peptides cycliques capables 
d'augmenter la capacite fusiogene des ovocytes. Cette classe de peptides cycliques 
serait en outre capable d'activer 1 'ovocyte. 

1/ invention concerne Putilisation d'un peptide cyclique comprenant le site de liaison de 
15 la fertiline b&a (ADAM 2) a Tintegrine de l'ovocyte pour augmenter la capacite 
fusiogene et/ou pour activer d'un ovocyte, typiquement in vitro ou ex vivo. Ce site de 
liaison est contenu dans la boucle disintegrine de la fertiline beta. Ce peptide cyclique 
comprend au minimum le tripeptide indispensable a cette liaison. Ce tripeptide varie 
suivant les especes. Cependant, F organisation de la boucle disintegrine est tres bien 
20 conserv6e parmi les especes ( voir Table 1). II sera done facile a Phomme du metier de 
definir la boucle disintegrine de la fertiline beta et d'identifier le tripeptide. 

Table 1 : Boucle disintegrine 

Homme (43 6)CLFMSKERMC RPS FEE CDLP EYCNGSSASC (46 5) SEQ ID No 1 

25 Souris (44 0)CKLKRKGEVC RL AQDE CDVT EYCNGTSEVC (469 ) SEQ ID No 2 

Cobaye (43 3)CEFKTKGEVC RE STDECDL P EYCNGSSGAC {46 2) SEQ ID No 3 

Lapin (435) CTFKERGQSC RPPVGECDLF EYCNGTSALC (46 4) SEQ ID No 4 

Macaque (43 6)CLFMSQERCC RPS FDE CDLP EYCNGTSASC< 46 s) SEQ ID No 5 

Bovin (435 )CAFIPKGHIC RGS TDE CPLH EYCNGSSAAC (464 ) SEQ ID No 6 

30 Rat (44 i,CNLKAKGELC RPA NQE CDVT EYCNGTSEVC (47 o) SEQ ID No 7 

Pore (435) CSFiyiAKGQTC RLTLDECDLL EYCNGSSAAC (46 4> SEQ ID No 8 
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Les positions indiquees entre parenthese correspondent aux positions dans les 
sequences fertilines beta dont les references sont donnees plus loin. Les residus en gras 
soulignes correspondent au iripeptide. Les residus en gras sont parfaitement conserves 
parmi les especes. 

5 

Une sequence consensus de la boucle intSgrine peut etre deduite de la Table 1 . 

C-X 2 -(P/L)-(K/Mfl^ 

Y-C-N-(G/E)-(T/S)-S-(A/E/G)-X 29 -C 

oil les groupes X represented, independamment les uns des autres, un acide amine et 
10 «TriPept» le tripeptide indispensable a la liaison de la fertiline a Pintegrine. De 
preference, Xs est un acide amine charge. Plus particulierement, il est selection^ parmi 
E, R, et Q. De preference, X12 est selectionne parmi P, L, E, et G. De preference, X13 est 
un acide amine peu volumineux et non charge, plus particulierement selectionne parmi 
S, A, P, et T. De preference, X29 est un acide amine peu volumineux et non charge, plus 
15 particulierement s&ectionne parmi S, A, et V. 

Le peptide cyclique peut etre cyclise par tout moyen connu par Phomme du metier. Le 
peptide peut etre cyclise par Pintermediaire d'une liaison covalente entre la chaine 
principale et la chaine principale, entre la chaine principale et une chaine laterale, ou 
20 entre une chaine laterale et une autre chaine laterale. Cette liaison peut 6tre une liaison 
disulfure, amide ou thioether. 

Par exemple, le peptide peut Stre cyclist par une liaison peptidique entre le residu N- 
terminal et le residu C-terminal, ou avec des groupements amines ou carboxyliques des 
25 chaines lat6rales de residus. 

De preference, le peptide est cyclise par Pintermediaire de deux residus cysteine, plus 
particulierement par Pintermediaire d'un pont disulfure entre ces deux residus cysteines. 
La localisation des residus cysteine doit permettre la cyclisation du peptide. Les residus 
30 cysteine peuvent Stre places de telle sorte qu'aprds cyclisation, le peptide pr6sente une 
queue polypeptidique. De preference, ces residus cysteine seront places aux extr6mites 



6 

du peptide. 

Le peptide cyclique selon la presente invention peut done etre decrit par la formule 
suivante : 
5 pXm- TriPept -Xn — | 

ou X represente un acide amine, m et n est compris entre 0 et 14. Comme indique 
pr6cedemment, dans les formules de l'invention, les groupes X sont independants les 
uns des autres et peuvent representee au sein d'une m6me molecule, des acides amines 

10 differents ou identiques. De preference, lorsque m ou n est egal a 0, Pautre est au moins 
1. De preference, m+n est inBrieur a 10, de preference inferieur ou 6gal k 5. Dans un 
mode de realisation pr6fere, m+n est 6gal k 3. De preference, le tripeptide presente une k 
sequence X-(Q/D/E)-E, de preference X-(D/E)-E> Par exemple, le tripeptide peut etre t 
selectionne par le groupe constitue de (Q-D-E), (F-E-E), (T-D-E), (V-G-E), (F-D-E), v 

15 (T-D-E), (N-Q-E), (L-D-E). Dans un mode de realisation pr6fere, le tripeptide est (F-E- f 
E). 

De preference, le peptide cyclique selon la presente invention est decrit par la formule. 
suivante : 
20 C-Xm- TriPept -Xn-C 

L I 

Les residus cysteine impliques dans la cyclisation du peptide peuvent se trouver 
naturellement dans la boucle disint6grine ou peuvent etre introduits dans la sequence du 
peptide. Les boucles disintegrines sont riches en cysteines. En effet, des r6sidus cysteine 
25 sont conserves en positions 1, 10, 17, 23 et 30 de ces boucles. Ainsi, les peptides 
peuvent etre cyclises par rinterm&Iiaire d'un pont disulfure choisi parmi le groupe 
suivant : C1-C17, C1-C23, C1-C30, C10-C17, C10-C23, et C10-C30. De preference, les 
peptides sont cyclis6s par Pinterm&iiaire d'un pont disulfure choisi parmi C10-C17 et 
C10-C23. 

30 

Les peptides cycliques selon la presente invention peuvent done presenter une des 
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structures suivantes : 
CrX2-(F/LMK/^ 
Ci-X2-(F/LHK/M/I)-X5-(K/^ 
E-Y-C 23 ; 
5 C r X2-(F/L)-(K7M/^ 

E-Y-C-N-(G/E).(T/S)-S-(Ay^E/G)-X 2 9-C3o; 
Cio- R-X,2-X 13 -TriPept-Ci7; 
Cio-R-X,2-X l3 -TriPept-C-D-(LAO-X2o-E-Y-C23; 
Cio- R-X 12 -X, 3 -Tri^ 

10 ouX representant un acide amine et les residus cysteines des extremites des peptides 
formant des ponts disulfides. 

De preference, les peptides cycliques selon la presente invention presentent une des 
structures suivantes : 
15 Cio- R-Xi 2 -Xb -TriPept-Ci 7 ; ou 

C, 0 - R-X 12 -Xi3-TriPept-C-D-(iyV)-X 20 -E-Y-C 23 . 

Plus particulierement, les peptides cycliques selon ^invention sont choisis parmi un 
groupe constitue des fragments 1-17, 1-23, 1-30, 10-17, 10-23, et 10-30 d'une des 
20 sequences SEQ ID Nos 1-8, de preference de la sequence SEQ ID No 1. De preference, 
les peptides cycliques selon ^invention sont choisis parmi un groupe constitu6 des 
fragments 10-1 7, 10-23 d'une des sequences SEQ ID Nos 1-8, de preference de la 
sequence SEQ ID No 1 . 

25 Les r6sidus cysteine peuvent etre introduits dans le peptide k cycliser. Dans un mode de 
realisation prefer6, le peptide selon P invention a la structure suivante : 
p-X- TriPept-Cf 

ou X est un acide amine. Un acide amine peu encombrant et non charge sera privildgi6. 
De preference, X est choisi parmi A, S ou T. Plus particulierement, X est A ou S. Dans 
30 un mode de realisation pr6fere, le X est la serine et le tripeptide presente la sequence (F- 
E-E) (SEQ ID No 9). L'invention concerne tout particulierement ce peptide cyclique 
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(denomme FEEc dans les exemples) et son utilisation pour augmenter la capacite 
fusiogene et/ou activer les ovocytes. 

Les acides amines du peptide cyclique selon la presente invention peuvent etre naturels 
5 ou non. Par acide amin6 non-naturel est entendu un analogue ou deriv6 d'un acide 
amine naturel. Par exemple, un acide amine non naturel peut presenter une chaine 
lat6rale allongee, plus courte, ou variante presentant des groupements fonctionnels 
appropries. Bien entendu, les st6reoisom6res L et D sont envisages. De plus, les liaisons 
peptidiques peuvent 6tre modifiees pour les rendre resistantes a la prot£olyse. Par 
10 exemple, au moins une liaison peptidique (-CO-NH-) peut €tre remplac^e par une 
liaison divalente choisie parmi (-CH 2 -NH-), (-NH-CO-), (-CH 2 -0-), (-CH 2 -S-), (-CH 2 - 
CH 2 -), (-CO-CH 2 -), (-CHOH-CH 2 -), (-N=N-), et (-CH=CH-). 

. . v . 

Les residus .des sequences d6crites ci-dessus peuvent varier de fa9on conservative. Par. . 
15 conservative est entendu que le residu variant presentera des caracteristiques physico-*. 
chimiques comparables. Parmi les caracteristiques physicochimiques prises en compte,/ 
on trouve Pencombrement st6rique, la polarit6 Phydrophobie, ou la charge. 

Par consequent, la pr6sente invention concerne egalement les variants et/ou les derives 
20 de ces peptides cycliques et leur utilisation, notamment pour augmenter la capacite 
fusiogene et/ou activer les ovocytes. Ces variants et derives concervent la capacite de 
liaison a Pintegrine de P ovocyte, plus particulierement & Pintegrine a6pl. 

L'invention concerne egalement un multimere de peptide cyclique selon Pinvention. 

25 Cette polymerisation du peptide cyclique peut etre realisee par tout moyen disponible k 
Phomme du metier. De preference, le peptide cyclique est coupl6 a une molecule 
porteuse permettant la polymerisation du peptide. La liaison entre le peptide cyclique et 
la molecule porteuse peut 6tre covalente ou non-covalente. Les methodes pour fixer les 
peptides cycliques k la molecule porteuse sont bien connues de Phomme du metier et 

30 comprennent la chimie des amines, le couplage carbodiimide des d6riv6es carboxyl et 
amino, Pactivation du bromure de cyanogdne, de N-hydroxysuccinimide, d'epoxide, de 
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sulfhydryl, ou (Thydrazide. La liaison entre la molecule porteuse et les peptides 
cycliques peut etre directe ou indirecte. Lorsqu'elle est indirecte, elle peut se faire a 
travers un lien. Ce lien peut avoir un role d'espaceur qui evite une interaction de la 
molecule porteuse sur les proprietes du peptide cyclique, notamment les propriety 
5 fusiogenes et/ou activatrices. Ce lien peut etre un peptide. Le peptide cyclique doit etre 
fix6 a la molecule porteuse de maniere a maintenir 1' accessibility du tripeptide. Le 
nombre de peptides cycliques compris dans le multimere est de preference compris 
entre 2 et 1000. La forme multimerique du peptide selon la presente invention permet 
d'augmenter Teffet du peptide cyclique sur la relocalisation des prolines d'adhesion de 
10 P ovocyte. 

Par exemple, la polymerisation peut etre faite par 1' intermediate du couple 
biotine/streptavidine qui permet de preparer un tetramere du peptide cyclique. Ainsi, 
chaque peptide cyclique est lie a une biotine et quatre biotines peuvent se lier h une 
1 5 molecule de streptavidine. 

Alternativement, plusieurs peptides cycliques selon la presente invention peuvent etre 
portes par une proteine transporteuse. De preference, cette proteine n'a pas d'effet 
biologique sur l'ovocyte. L'homme du metier connait plusieurs prolines utilisees 
20 comme proteine porteuse dont l'albumine serique bovine (SAB) et Themocyanine de 
patelle. 

D'autre part, plusieurs peptides cycliques selon la presente invention peuvent 6tre 
immobilises sur un support solide. Le support solide peut etre de fa?on non exhaustive 
25 de Tagarose, du verre, des resines cellulosiques, des resines de silice, du polystyrene, du 
polyacrylamide. Le support solide peut etre modifie avec des groupements fonctionnels 
pemiettant la fixation des peptides cycliques, par exemple par T intermediate des 
groupements carboxyl, amino, sulfhydryl, hydroxyl et/ou carbohydrate contenus dans 
ces peptides. 

30 

La presente invention concerne une composition comprenant un peptide cyclique selon 
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la presente invention ou un multim&re de celui-ci. Cette composition peut etre un milieu 
destine a la culture de gametes. Cette composition peut comprendre en outre un support 
pharmaceutiquement acceptable. Cette composition peut etre une composition 
pharmaceutique, de preference adapt6e k une application locale. De preference, cette 
5 application locale est faite au niveau du tractus genital femelle. 

La presente invention concerne Putilisation d'un peptide cyclique selon la presente 
invention, d'un multimere de celui-ci ou d'une composition selon la presente invention 
pour augmenter la capacit6 fiisiogene de P ovocyte ou pour activer un ovocyte, ainsi 
10 qu'une methode correspondante. 

Notamment, les peptides cycliques selon la presente invention peuvent etre utilises pour 
la fecondation in vitro, pour Pinsemination artifiQielle, et pour le transfert nucleaire^ 
(clonage) chez les mammiferes, de preference non-humains. De preference, ces peptides^ 

15 seront utilises pour r6aliser ou am61iorer une fecondation in vitro, plus particuli&rement « 
chez les humains. A cet egard, P invention conceme 6galement un milieu de culture de 
gametes supplements par un peptide cyclique selon la presente invention ou un- 
multimere de celui-ci. Dans un mode de realisation particulier, P ovocyte est mis en 
presence du peptide cyclique selon Pinvention avant d'etre incube en presence des 

20 spermatozoides. Dans un autre mode de realisation, Povocyte est mis en presence 
simultanement avec le peptide cyclique selon la presente invention et le gamete male. 

Les peptides de Tinvention peuvent etre egalement utilises dans un traitement destine a 
augmenter la fecondite. Ainsi la presente invention conceme Putilisation d'un peptide 
25 selon la presente invention pour la preparation d'un medicament destine a traiter les 
probtemes de fecondite, ainsi qu'une methode correspondante. 

Les peptides cycliques selon la presente invention peuvent egalement etre utilises pour 
potentialiser les spermatozoides. 

30 

Les diff&rentes methodes et utilisations de Tinvention peuvent etre mises en ceuvre in 
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vitro, ex vivo ou in vivo. Elles sont avantageusement pratiquees in vitro ou ex vivo afin 
de produire des cellules ou materiels biologiques trait6s. 

Les peptides cycliques selon la presente invention peuvent etre utilises pour toute 
5 espece dont la reproduction fait appel a des gametes. L'invention presente un interet 
tout particulier pour les especes en voie de disparition, les especes peu fecondes ou les 
especes de grande valeur. Plus particuli&rement, Pinvention considere Putilisation des 
peptides cycliques chez les mammiferes, De preference, la presente invention peut 
s'appliquer a la reproduction ou au clonage des ovins, des bovins, des £quins, etc... Bien 
10 entendu, la pr6sente invention s'applique egalement dans Paide a la procr6ation 
humaine. 

Ce peptide ajout6 dans les milieux de culture des gametes humains est susceptible de 
potentialiser leur capacite ftisiogene et d'amener k la constitution d'embryons tout en 
15 respectant les interactions physiologiques membranaires. II y a deux interets potentiels a 
son utilisation : la reduction de Putilisation de la microinjection intracytoplasmique 
comme technique de fecondation et P amelioration de la qualite des embryons obtenus. 

L'invention conceme Egalement des methodes de criblage de composes augmentant les 
20 capacites fusiogdnes de Povocyte. Cette m&hode comprend les etapes suivantes : 1) 
incuber 1* ovocyte en presence du compose teste ; et 2) estimer la capacity du compos6 k 
augmenter la capacite fusiogene de Povocyte. De preference, la capacity fusiogene peut 
etre estimee par au moins un des criteres suivants : la liaison k Povocyte, Pinduction 
d'une re-localisation des proteines d'adhesion a la surface de Povocyte (plus 
25 particulierement Pint6grine a6pl), la fusion de Povocyte avec un spermatozoide. De 
preference, la relocalisation des proteines d'adh6sion a la surface de Povocyte aboutit a 
la formation de patches de prot6ines d'adhesion (plus particulierement Pintegrine 
<x6pl). La relocalisation des proteines d'adhesion peut etre mesuree par le marquage des 
proteines d'adhesion. 

30 

L'invention conceme les composes induisant la relocalisaton des prolines d'adh6sion 
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de P ovocyte en patche ainsi que leur utilisation pour augmenter les capacitSs fiisiogenes 
des ovocytes. 

D'autres aspects et avantages de Tinvention apparaitront a la lecture des exemples qui 
suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

EXEMPLES 

Resultats de P etude du FEE cyclique sur la fusion gametique chez l'homme 

Materiel et methodes 

Les ovocytes humains 

Les ovocytes humains utilises pour les experimentations avaient deux origines : les 
ovocytes en 6chec de fecondation apres FIV et les ovocytes non microinjectes car 
immatures au moment de FICSI et matur6s in vitro. Les patients avaient donne ces 
ovocytes a la recherche et avaient signe h cette fin un consentement vise par le CCPPRB 
de Phopital d'Aulnay sous Bois. 

Ces ovocytes ages de 48 heures ou matures in vitro ne sont pas ou plus capables de 
donner un embryon. Par ailleurs le m6canisme du blocage a la polyspermie qui assure la 
qualite diploi'de de Tembryon est situ6 au niveau de la zone pellucide de Povocyte. En 
depellucidant ces ovocytes, on enteve ce mecanisme protecteur ce qui aboutit en cas de 
fusion gam&ique a des zygotes polyspermiques non viables. Enfin, le d6veloppement 
embryonnaire se faisant a Pinterieur de la zone pellucide pendant les 6 premiers jours, 
son absence empeche un tel d6veloppement d'avoir lieu. 

Pour garder la membrane ovocytaire aussi proche que possible de son etat naturel, la 
depellucidation que les inventeurs ont faite a et6 r6alisee de fa<?on m6canique a Paide de 
ciseaux de microchirurgie. 
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Les spermatozoides 

Le sperme de donneurs feconds a ete collecte apres 3 jours d'abstinence et prepare 
comme pour les FIV. Brievement, l'ejaculat a ete garde a 37° jusqu'a liquefaction puis 
s61ectionne sur un gradient de Puresperm 2 couches (90 et 45 %). Le sperme a ete alors 
5 garde dans des conditions capacitantes jusqu'a l'insemination des ovocytes. 

Le peptide svnthetique cvclique FEEc 

La sequence complete du domaine disintegrine de la Fertiline humaine constituant la 
boucle est representee ci-dessous : 

10 

CLFMSKERMCRPSFEECDLPEYCNGSSASC SEQ ID No 1 

Le peptide synthetique cyclique FEEc utilise dans cet exemple est le suivant : 

15 CSFEEC SEQ ID No 9 

Le peptide FEEc que les inventeurs ont synthetis6 comprend la sequence du tripeptide 
FEE. II comprend la Serine qui le pr6c£de et la Cysteine qui le suit. Les inventeurs ont 
ajoutS une Cysteine supplementaire en amont du site de liaison. Les deux cysteines 
20 situees aux extremites du peptide permettent de cycliser le peptide. 

Immunofluorescence 

La sous-unite integrine alpha 6 est presente sur la membrane de Povocyte humain. Elle 
fait partie du complexe multimoleculaire de fusion. C'est la raison pour laquelle les 
25 inventeurs Tont prise comme t6moin du remaniement membranaire. 

Les ovocytes depellucid^s ont 6te incubus dans des gouttes de 20 nl de milieu de culture 
Ferticult sous huile a temperature de la piece. Le milieu a et6 supplements avec un 
anticorps de souris anti alpha 6 humain & 20 jliM (Chemicon International, Londres, 
30 GB). Les ovocytes ont alors ete lav6s puis fix6s dans de la PFA 2% pendant une heure. 
lis ont ensuite 6te incubes pendant 45 minutes avec un second anticorps anti- 
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immunoglobuline de souris marqu£ au FITC ou a la Rhodainine eleve chez Pane (FITC- 
conjugated donkey anti-mouse IgG ou Rhodamine-conjugated donkey anti-mouse IgG 
iOfig/ml ; Jackson laboratories). Apres lavage, les ovocytes ont enfm ete montes dans 
de T Immumount antifade (Shandon Laboratories) entre lame et lamelle et examines soit 
5 au microscope k fluorescence (Zeiss Axiophot) soit au microscope confocal (Leica 
Lasertechnik, GmbH). 

Tests fonctionnels de fusion 

Les test fonctionnels d'inhibition de la fusion ont et£ realises dans des conditions 
10 similaires a celles employees pom- la FIV : c'est-a-dire dans des conditions 
suffisamment proches des conditions physiologiques puisqu'elles permettent 1'obtention 
de grossesses et d'enfants. Brievement, les ovocytes ont ete incubes dans des gouttes de 
20 ill de Ferticult sous huile pendant 1 8 heures dans un incubateur sous 5 % de C02 a 
37° avec 4000 spermatozoides mobiles. Les tests ont et6 menes en supplemental le 
15 milieu avec le Peptide FEEc a la concentration de 200 ^M. A la fin de I'incubation, les 
ovocytes ont ete lav£s et incubes 20 minutes dans du Hoechst 33342 (Sigma) a 5 jig/ml. 
Apres fixation dans du PFA 4% PBS-BSA 1% pendant 30 minutes k temperature 
ambiante, les ovocytes ont ete montes dans de Timmumount entre lame et lamelle ayant 
d'etre examines sous UV. Les spermatozoides fusionn<§s etaient fluorescents. Les lames 
20 ont 6te analysees sur vin microscope Zeiss Axiophot equipe d'une camera connect£e a 
un logiciel d'analyse d'images Imaging System Package (Applied Imaging, Newcastle- 
upon-Tyne, UK). 

Resultats 

25 Immunofluorescence et microscopie confocale. 

Les ovocytes ont ete incubes avec du Peptide FEEc biotinyle 200 \iM pendant 45 
minutes. L'examen en microscopie confocale a permis de mettre en evidence un 
marquage membranaire avec le Peptide FEEc comme cela est visible sur la coupe 
equatoriale de Tovocyte (Figure 1A). La superposition informatique a montre en outre 

30 que ce marquage correspond k des patches membranaires (Fig. 1 B). 
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Induction de patches de fusion par le Peptide FEEc sur rovo cvte humain 
Le spermatozoide induit des patches multimoleculaires. En incubant des ovocytes 
matures in vitro avec une suspension de Peptide FEEc 200 \iM pendant 18 heures, les 
inventeurs ont mis en Evidence une redistribution de la sous-unite integrine a6. En effet, 

5 alors que sur 1'ovocyte intact la distribution de la sous-unite a6 est homogdne sur la 
surface de 1'ovocyte (Fig. 2A), le Peptide FEEc induit sa redistribution sous forme de 
petites agregats membranaires. Chez la souris, le spermatozoide induit effectivement de 
tels patches lors de la fecondation. II peut en etre conclu que le peptide FEEc induit une 
redistribution membranaire de prolines d'adhSsion comparable a celle qui est induite 

10 par le spermatozoide lui-meme au cours de la fecondation. 

Test fonctionnel de fusion avec des gametes humains 

Dans des conditions semblables, des ovocytes depellucides ont 6te incubes en presence 
de 200 uM de Peptide FEEc et de spermatozoides. Dans les ovocytes temoins, une 

15 vingtaine de spermatozoides fusionnes au sein du cytoplasme ovocytaire ont &6 
observes (Fig. 3A). En presence de 200 uM de Peptide FEEc, le nombre des 
spermatozoides cytoplasmiques a 6t6 bien plus important (Fig 3B). L'exp6rience 
reproduite sur un plus grand nombre d'ovocytes a fait apparaftre une augmentation 
moyenne de 60% environ du nombre de spermatozoides qui ont fusionnS avec 1'ovocyte 

20 (26,1±8,3 vs 16,4±5,2 ; P<0,001). L' augmentation du nombre de spermatozoides est 
done statistiquement significative. Cet effet est spScifique car Tincubation avec le meme 
peptide brouill6 est sans effet. L' action du Peptide FEEc est reversible car les ovocytes 
preincubes avec le Peptide FEEc puis laves et insemines ne montrent pas de variation de 
leur capacite fusiogdne. II n'y a done pas non plus d'effet toxique sur les ovocytes mais 

25 la co-incubation est necessaire pour que Peffet du Peptide apparaisse. 

Discussion 

Le Peptide FEEc pr6sente done la propriet6 d'augmenter la capacit6 fusiog&ie de 
1'ovocyte humain. II reproduit le m6canisme par lequel le spermatozoide present au 
30 contact de la membrane ovocytaire induit les complexes moleculaires de fusion 
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ovocytaires et permet done un processus de fusion plus facile. 

II peut servir a suppl6menter les milieux de culture utilises pour la realisation de la 
F6condation in Vitro. II devrait alors pouvoir ameliorer les taux de fecondation des FIV 
5 realisees pour st6rilit6 idiopathique ou pour deficience spermatique. II y aurait alors une 
diminution du recours aux techniques de microinjection et amelioration de la qualite des 
embryons obtenus. 

Resultats de l f etude du QBE cyclique sur la fusion gametique chez la souris 

10 

De fa9on semblable a ce que nous avions vu dans Tespece humaine, nous avons 6tudie 
l'effet d ! un tripeptide cyclique dans le modele souris. Par analogie, le motif du tripeptide 
reproduisait cette fois le site de fixation de la disintegrine de la fertiline B de la souris, 
e'est a dire le tripeptide QDE. Ce peptide a ete appele QDEc. 

15 

Materiel et niethode. 

Des souris C56bl/CBA de 6 semaines ont ete superovulees par 5 UI de PMSG et 5 UI 
dTiCG administrees a 48 heures d'intervalle. Treize heures apres la derntere injection les 
souris ont et6 sacrifices et les oviductes ont et6 r6cuperes puis dilaceres dans du milieu 
20 de M2. Les ovocytes recuperes ont alors 6te decoronises par un bref passage dans de la 
hyaluronidase. Les ovocytes ont ensuite 6te d6pellucides mecaniquement a l'aide de 
ciseaux de microdissection sous une loupe binoculaire. 

Les ovocytes depellucides ont et6 pr6incub6s 30 min. puis inseminds en presence ; 1) 
25 groupe t6moin de milieu Ml 6; 2) de milieu supplements de 10 jiM de QDEc ; 3) 100 
fiM de QDEc et 4) 1 mM de QDEc. Les ovocytes ont ete dans tous les cas ins6mines 
pendant 3 heures avec une concentration de 10 6 spermatozoldes mobiles par ml. 
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Apres Vincubation, les ovocytes ont ete soigneusement lav6s puis incubus dans du 
Hoescht 10 pM pendant 30 min, rinc6s puis examines en UV sur un microscope Zeiss. 
Les donn6es ont 6t6 analysees k Taide du logiciel Statview ®. 
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Resultats 

Au cours de 5 exp6riences, 170 oocytes ont ete etudies en 4 groupes. Alors que la 
moyenne du nombre de spermatozoides fusionnes par ovocyte est de 2,2±0,1 (moy±ES) 
dans le groupe controle, il augmente de fa<?on dose dependante avec la presence du 
5 QDE dans le milieu d'incubation (Figure 5). II atteint des differences statistiques pour 
des concentrations de 100 jiM (P<0,07) et de fa<?on significative pour 1 mM (P<0,004). 

Discussion 

Contrairement a ce qui se passe avec des ovocytes humains, le nombre de 
10 spermatozoides susceptibles de fiisionner avec un ovocyte de souris est bien plus reduit 
puisqu'il ne d6passe pas en regie generate 3 spermatozoides alors qu'il est aux environs 
de 20 dans Pespece humaine. De ce fait, Taugmentation de ce nombre bien que moderSe 
atteint un seuil de signification statistique rapidement. 

15 II en ressort done que, dans des conditions de depellucidation m6canique respectant les 
proteines de membrane, le schema d'interaction du spermatozoide avec la membrane 
ovocytaire semble etre similaire chez la souris a ce qui se passe dans Tesp&ce humaine. 
De plus, le peptide reproduisant le site putatif de fixation de la Fertiline de souris sous 
forme cyclisee, reproduisant la conformation naturelle de la molecule, augmente les 

20 capacites fusiogenes de Povocyte de souris. 

Legende des Figures 

Figure 1 . Detection du Peptide FEEc biotinvle a la surface de l'ovocvte humain. 

25 Des ovocytes ont ete d6pellucid6s m6caniquement puis incubes pendant 45 min avec le 
Peptide biotinyle & 100 \xM. Le peptide FEEc a ete ddtecte par un anticorps de souris 
anti-biotine reconnu par un anticorps biotinyl6 anti-immunoglobuline de souris puis par 
la streptavidine-FITC. Les ovocytes ont alors et6 months dans de rimmumount entre 
lame et lamelles et examines au microscope confocal. A : section equatoriale de 

30 Povocyte, B : superposition des coupes correspondant a un hemi ovocyte. 
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Figure 2. Induction de patches de fusion par le Peptide FEEc sur Tovocvte humain. 
Des ovocytes intacts ont ete incubes avec du Peptide FEEc 200 pendant 45 minutes. 
Apres lavage, ils ont ete incubes avec un anticorps anti sous unite integrine a6 20 
pendant 45 minutes puis fixes (PFA 4 % pendant 30 minutes). Apr6s lavage, ils ont et6 
5 incubes avec un second anticorps anti-immunoglobuline de souris marque a la 
rhodamine. Us ont ensuite et6 examines en immunofluorescence. Fig.2A : ovocyte 
temoin montrant une fluorescence diffuse et homogdne sur la surface de l'ovocyte. 
Fig.2B : apres incubation avec le Peptide FEEc, il y a une redistribution de la sous-unit6 
cc6 sous forme d'agrdgats membranaires. 

10 

Figure 3. Test fonctionnel de fusion avec des gametes humains. 

Les ovocytes d6pellucid6s ont 6te incubus dans des gouttes de 20 jixl sous huile dans du 
milieu de culture avec 4000 spermatozoides mobiles pendant 1 8 heures. Ils ont ensuite 
et6 laves puis incubus dans une solution de Hoechst 33342 10 jjM pendant 30 minutes 
15 avant d'etre reiav6s, montes dans de Pimmunount entre lame et lamelle et examines 
sous UV. Fig.3A : ovocyte temoin montrant la presence d'une vingtaine de 
spermatozoides fusionn6s dans le cytoplasme ovocytaire. Fig.3B : ovocyte co-incubes 
avec le Peptide a 100 \iM pr6sentant une soixantaine de spermatozoides fusionn6s. 

20 Figure 4. EfFets du Peptide FEEc sur la fecondance de rovocvte humain. 

Comparaison des index de fecondation obtenus en absence et en presence du Peptide 
FEEc 100 \iM dans le milieu d'incubation. 

Figure 5. Effets du Peptide ODEc sur la fusion gam6tique chez la souris. 
25 Les nombres entre parenthSse representent le nombre d'ovocytes dans chaque groupe. 
Difference statistique avec les valeurs du groupe t6moin : * (P<0,07) ; ** (P<0,04) 
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REVENDICATIONS 



1- Utilisation d'un peptide cyclique comprenant le tripeptide formant un site de liaison 
de la fertiline beta a Tint^grine de Tovocyte pour augmenter les capacites fusiog&nes 

5 d'un ovocyte, 

2- Utilisation selon la revendication 1, dans laquelle le tripeptide est X-(Q/D/E)-E, X 
etant un acide amine. 

10 3- Utilisation selon la revendication 1 ou 2, dans laquelle le tripeptide est FEE, 

4- Utilisation selon Tune des revendications precddentes, dans laquelle ledit peptide 
presente la formule suivante : 



ou X represente un acide amin6, m et n sont compris entre 0 et 14 et « TriPept » d6signe 
ledit tripeptide. 

5- Utilisation selon la revendication 4, dans laquelle m+n est inf&ieur a 10, de 
20 preference inferieur ou egal a 5. 

6- Utilisation selon la revendication 5, dans laquelle ledit peptide presente la fonnule 
suivante : 



25 ou X est un acide amine. 

7- Utilisation selon la revendication 6, dans laquelle X est un acide amin6 peu 
encombrant et non charg6, de preference choisi parmi A, S ou T. 

30 8- Utilisation selon Tune des revendications pr6cedentes, dans laquelle le peptide 
cyclique est sous forme de multimere. 




Xm- TriPept -Xn 



15 
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9- Utilisation selon Tune des revendications prec6dentes destinSe a ameliorer la 
fecondation in vitro. 

10- Utilisation selon Tune des revendications pr6cedentes destinee a ameliorer 
rins6mination artificielle, et/ou le transfert nucleaire chez des animaux non-humains. 

1 1 - Peptide cyclique presentant la formule suivante : 
Xm-F-E-E-Xn- 



| — Am - b-hj-hj - An j 



ou X represente un acide amine, raetn sont compris entre 0 et 14, un variant ou un 
deriv6 de celui-ci. 

12- Peptide cyclique selon la revindication 11, dans lequel m+n est inferieur k 10, de 
pr6ference inferieur ou egal a 5. 

13- Peptide cyclique selon la revendication 12, ledit peptide pr6sentant la formule 
suivante : 

f-X- F-E-E 

ou X est un acide amine, de preference X etant choisi parmi A, S ou T. 

14- Peptide cyclique selon la revendication 13, dans lequel X est S. 

15- Multimere de peptides cycliques, lesdit peptides presentant la formule suivante : 

pXm- TriPept ~ Xn — | 

ou X repr&ente un acide amine, m et n sont compris entre 0 et 14 et « TriPept » designe 
le tripeptide X-(Q/D/E)-E formant un site de liaison de la fertiline beta a Tint6grine de 
1* ovocyte. 



16- Multimere selon la revendication 15, dans lequel le tripeptide est FEE. 
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17- Multimere selon la revendi cation 15 ou 16, ledit peptide pr6sentant la formule 
suivante : 



5 ou X est un acide amine, de preference X etant choisi panni A, S ou T. 

18- Composition destinee a la culture de gametes comprenant un peptide selon Pune des 
revendications 11 & 14 ou un multimere selon Tune des revendications 15 ik 17. 

10 19- Utilisation d'un peptide selon Tune des revendications 11 a 14 ou un multimere 
selon Tune des revendications 15 a 17 pour la preparation d'un medicament destine a 
traiter les probtemes de fecondite. 

20- M6thode de criblage de composes augmentant la capacite fusiogene des ovocytes . 
15 comprenant 1) incuber Povocyte en presence du compose teste ; et 2) estimer la capacite 

du compos6 a augmenter la capacite fusiogene de Povocyte, 

21- Methode de criblage selon la revendication 20, caracterise en ce que la capacite du 
compose a augmenter la capacity fusiogene de Povocyte est estim£ par au moins un des 

20 criteres suivants : la liaison k Povocyte, Pinduction d'une relocalisation des proteines 
d'adhesion a la surface de Povocyte (plus particulierement Pintegrine <x6pi), la fusion 
de Povocyte avec un spermatozoide. 
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Fig. 1A 

Figure 1 



Fig. IB 




Fig. 2A 



Fig. 2B 

Figure 2 



• 
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Figure 3 
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Figure 5 



IK-*: 

i 



(54) 



(32) 



(62) 



(24) 



CTRL 



10 jiM 100 jliM 

Concentration de QDEc 



1 ml 
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SEQUENCE LISTING 

<110> Universite Paris 13, Centre National de Recherche Scientifi 
<120> PEPTIDE AUGMENTANT LA CAPACITE FUSIOGENE DE L 1 OVOCYTE 
<130> B0200FR 
<160> 9 

<170> Patentin version 3.1 

<210> 1 

<211> 30 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> SITE 

<222> (14) . . (16) 

<223> Tri pepti de 

<400> 1 

Cys Leu Phe Met ser Lys G*iu Arg Met Cys Arg Pro Ser Phe Glu Glu 
1 5 10 15 

cys Asp Leu Pro Glu Tyr cys Asn Gly ser ser Ala ser Cys 
20 25 30 

<210> 2 

<211> 30 

<212> PRT 

<213> Mus musculus 

<220> 

<221> SITE 
<222> (14) . . (16) 



ifcjf uepui 



<223> Tri peptide 
<400> 2 

Cys Lys Leu Lys Arg Lys Gly Glu Val cys Arg Leu Ala Gin Asp Glu 

cys Asp val Thr Glu Tyr Cys Asn Gly Thr ser Glu Val Cys 
20 25 30 

<210> 3 
<211> 30 
<212> PRT 

<213> Cavia porcellus 



<220> 

<221> SITE 

<222> (14) . . (16) 

<223> Tri peptide 

<400> 3 

cys Glu Phe Lys Thr Lys Gly Glu Val cys Arg Glu ser Thr Asp Glu 
1 5 10 15 

cys Asp Leu Pro Glu Tyr cys Asn Gly Ser ser Gly Ala Cys 
20 25 30 

<210> 4 
<211> 30 
<212> PRT 

<213> oryctolagus cuni cuius 



<220> 

<221> SITE 

<222> (14) - . (16) 

<223> Tri peptide 

<400> 4 

Cys Thr Phe Lys Glu Arg Gly Gin Ser cys Arg Pro Pro Val Gly Glu 
1 5 10 15 

Cys Asp Leu Phe Glu Tyr Cys Asn Gly Thr ser Ala Leu cys 
20 25 30 
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<210> 5 

<211> 30 

<212> PRT 

<213> Macaca fascicularis 
<220> 

<221> SITE 

<222> (14) . . (16) 

<223> Tri peptide 

<400> 5 

Cys Leu Phe Met Ser Gin Glu Arg Cys Cys Arg Pro Ser Phe Asp Glu 
15 10 15 

Cys Asp Leu Pro Glu Tyr Cys Asn Gly Thr ser Ala Ser cys 
20 25 30 

<210> 6 
<211> 30 
<212> PRT 
<213> Bos taurus 

<220> 

<221> SITE 

<222> (14) . . (16) 

<223> Tri peptide 

<400> 6 

Cys Ala Phe lie Pro Lys Gly His lie cys Arg Gly Ser Thr Asp Glu 
15 10 15 

cys Asp Leu His Glu Tyr Cys Asn Gly Ser Ser Ala Ala Cys 
20 25 30 

<210> 7 
<211> 30 
<212> PRT 

<213> Rattus norvegicus 
<220> 
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<221> SITE 
<222> C14) . . C16) 
<223> Tri peptide 

<400> 7 

cys Asn Leu t_ys Ala Lys Gly Glu Leu Cys Arg Pro Ala Asn Gin Glu 
15 10 15 

Cys Asp Val Thr Glu Tyr cys Asn Gly Thr ser Glu val Cys 
20 25 30 

<210> 8 
<211> 30 
<212> PRT 
<213> Sus scrofa 

<220> 

<221> SITE 

<222> (14) . . (16) 

<223> Tri peptide 

<400> 8 

cys ser Phe Met Ala Lys Gly Gin Thr cys Arg Leu Thr Leu Asp Glu 
1 5 10 15 

cys Asp Leu Leu Glu Tyr cys Asn Gly Ser ser Ala Ala Cys 
20 25 30 

<210> 9 
<211> 6 
<212> PRT 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> peptide FEEc 
<220> 

<221> DISULFID 
<222> (1)..(6) 
<223> 
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<400> 9 

cys Ser Phe Glu Glu cys 
1 5 
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